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要旨 
 
	 生殖細胞は次世代を生むことができる特別な細胞であり、発生過程において
どのように体細胞と区別され、その特性を獲得・維持しているのかということ
は興味深いところである。多くの生物において、生殖細胞形成には「生殖質」
と呼ばれる特別な細胞質が決定因子としてはたらいている。「生殖質」には生殖
細胞形成にかかわる母性 mRNA やタンパク質が局在しており、細胞分裂の過程
でこれを取り込んだ細胞が将来の生殖細胞である始原生殖細胞 (primordial 
germ cell: PGC) となる。生殖質や PGC では「生殖顆粒」と呼ばれる RNA-タ
ンパク質複合体からなる顆粒状構造が観察される。PGC 形成には生殖顆粒構成
因子による RNA の転写後制御が重要であることが明らかになってきているが、
未だ不明な点も多く、生殖顆粒が生殖細胞の特性の獲得・維持にどのように関
わっているのかといった根本的な部分も明らかになっていない。そこで、本研
究では、生殖顆粒構成因子である dead end (dnd) の機能解析を通して「生殖細
胞形成における生殖顆粒のはたらき」を明らかにすることを目指した。 
 
[Ⅰ] RNA-seq を用いた比較解析による DND に影響を受ける mRNA 群の同定 
	 Dead end (DND) は生殖顆粒を構成する生殖細胞特異的な RNA 結合タンパ
ク質である。アンチセンスモルフォリノオリゴ (MO) により、その発現阻害を
行うと、PGC の移動が異常となり、最終的に PGC が欠失することが報告され
ている。そこで、RNA-seq を用いて、野生型胚と dnd MO インジェクション胚
の比較解析を行うことにより、PGC において「DND により直接的または間接
的に影響をうけるmRNA群」を網羅的に明らかにできるのではないかと考えた。
RNA-seq 解析の結果、興味深いことに dnd MO インジェクション胚の６時間胚
で、dnd、dazl、cpeb1b など PGC 形成に関わる遺伝子や org、rnf17 など性分
化に関わる遺伝子の RNA 量が増加していることが明らかとなった。さらに、マ
ウス ES 細胞において多能性の維持に関わる転写因子として同定され、様々な現
象に関わることが報告されている nanog の RNA 量の増加が見られた。 
 
[Ⅱ] ルシフェラーゼレポーターアッセイによる DND の機能の再検討 
	 DND は標的 mRNA の 3’UTR 中に存在する miRNA の標的配列の近傍にある
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U リッチな配列に結合し、生殖質および PGC において miRNA による翻訳抑
制・分解制御を解除していると考えられているが、GFP レポーター解析の結果、
体細胞でDNDを強制発現させてもmiRNAによる抑制制御の解除は観察されな
かった。また、近年、マウスでは DND が mRNA の分解に関わる可能性がある
という報告もあることから、ルシフェラーゼレポーターアッセイにより、DND
の機能について再検討を行った。テザリングアッセイの結果、mRNA に繋留さ
せた DND は翻訳抑制にはたらくことが示唆された。また、エフェクターやレポ
ーターを変えて解析を行った結果、DND による翻訳抑制には CCR4-NOT 複合
体が関与する可能性があることやDNDが polyA 鎖の短いレポーターmRNAを
安定化する可能性があることが示唆された。さらに、RNA-seq 解析により dnd 
MO インジェクション胚で RNA 量が変動した遺伝子の 3’UTR を連結したレポ
ーターmRNA を用いて解析を行ったところ、dnd と nanog は DND による制御
を受ける可能性があることが示唆された。 
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第 1 章	 序論 
 
はじめに 
	 多細胞生物は、多種多様な細胞が協調してはたらくことでその生命を維持し
ている。同一個体を構成する多様な細胞は、１つの受精卵から発生・分化し、
同一のゲノムを有する。発生過程における高度な遺伝子発現制御により、多細
胞生物を構成する細胞は、その多様な個性を獲得・維持している。これまで、
生物の発生過程や細胞の分化に関わる遺伝子発現制御機構の解析は、セントラ
ルドグマの上流イベントである「転写制御」を中心に進められてきた。しかし、
近年では、生物の発生には「転写制御」と同等に「転写後制御」が重要な役割
を果たしていることが明らかになってきている。 
	 多くの細胞がその世代限りで役割を終えるのに対し、生殖細胞は次世代を生
むことができる特別な細胞である。生物の種の存続という点からも、生殖細胞
は生物にとって非常に重要な細胞である。その生殖細胞が発生の過程でどのよ
うに体細胞と区別され、その特性を獲得・維持しているのかということは興味
深いところである。近年、生殖細胞形成における遺伝子発現制御においても転
写後制御の重要性が論じられている。 
	 この章では、様々な生物の生殖細胞形成とそれに関わる転写後制御機構につ
いて紹介し、最後に本研究の目的について述べる。 
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生殖細胞形成機構 
	 ショウジョウバエやツメガエル、線虫、ゼブラフィッシュをはじめ、多くの
生物では、「生殖質」と呼ばれる特殊な細胞質により、生殖細胞が決定される。
「生殖質」には、卵形成期に蓄積された生殖細胞形成に関わる母性 mRNA やタ
ンパク質が局在しており、細胞分裂の過程でこの生殖質を取り込んだ細胞が将
来の生殖細胞である始原生殖細胞 (primordial germ cell: PGC) となる。生殖質
では「生殖顆粒」と呼ばれる RNA-タンパク質複合体 (RNP) からなる膜を持た
ない電子密度の高い顆粒状構造が観察され、生物種によっては生殖顆粒ととも
に多数のミトコンドリアが観察される[1]。生殖顆粒構造は発生が進んだ PGC に
おいても核膜付近に観察される。 
	 ショウジョウバエでは、未受精卵の後極に生殖質の特徴をもつ細胞質が局在
しており、極細胞質と呼ばれている。この極細胞質を取り込んだ細胞が将来の
生殖細胞である極細胞となる。Okada らは UV 照射により生殖細胞形成能を失
った胚に極細胞質を移植することにより、生殖細胞形成能が回復することを明
らかにした[2]。また、Illemensee と Mahowald は極細胞質を胚の前極や腹側に
移植することで、異所的な生殖細胞形成が生じることを示した[3,4]。これらの
実験は、極細胞質が生殖細胞決定因子として機能していることを示している。
ツメガエルでも同様の移植実験が行われ、植物極表層付近の細胞質が生殖質と
しての機能を持っていることが示された[5]。 
	 一方、有尾両生類やほ乳類などでは明確な生殖質様構造は見つかっておらず、
これらの生物では、胚発生過程における細胞間の相互作用によって生殖細胞が
決定されると考えられている。しかし、このような生物の生殖細胞においても、
生殖顆粒構造が観察されることや、生殖質を構成する遺伝子の発現が認められ
ていることから、生殖細胞の特性の獲得や維持には、生殖質を持つ生物と共通
のメカニズムがはたらいているのではないかと考えられる[6](図 1—1，図 1—2)。 
 
生殖細胞形成に関わる mRNA の転写後制御 
	 生殖質 mRNA や生殖細胞形成に関わる mRNA は様々な転写後制御を受けて
いることが明らかになってきている。転写後制御により、生殖細胞形成に関わ
る遺伝子の適切な時期・場所での発現が保証されることにより、生殖細胞はそ
の特性を獲得•維持していると考えられる。以下に、ショウジョウバエとゼブラ
フィッシュを中心に、生殖細胞形成に関わる mRNA の転写後制御について得ら
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れている知見を簡潔に述べる。 
 
1. ショウジョウバエ 
	 ショウジョウバエの生殖細胞形成において転写後制御機構の解析が進められ
ている遺伝子として、 oskar 遺伝子が挙げられる。oskar mRNA とそのタンパ
ク質は卵母細胞の後極に局在し、極細胞質の形成に必須であることが報告され
ている[7,8]。oskar mRNA は卵母細胞形成期において微小管依存的な経路によ
って後極に輸送され、輸送中はその翻訳が抑制されている。oskar mRNA の
3’UTR には BRE (Bruno Response Element) が存在し、そこに結合する Bruno
と Cup タンパク質によって翻訳が抑制されている[9,10,11]。このように後極で
局所的に Oskar タンパク質が翻訳されることが引き金となり、その下流で vasa
遺伝子と tudor 遺伝子がはたらき、極細胞質が形成される[8]。vasa 遺伝子は種
を越えて高度に保存されており、DEAD box 型ヘリケースをコードしている
[12,13]。Vasa タンパク質が転写後制御に関わるという報告はないが、翻訳開始
因子である eIF4A と高い相同性を示すことから、翻訳制御にかかわっているの
ではないかと考えられている。Tudor タンパク質は tudor モチーフと呼ばれる
繰り返し配列を持つタンパク質であり、tudor モチーフを持つタンパク質はマウ
スやツメガエルの生殖細胞でも発現が観察される[14]。 
	 この他にも極細胞質には nanos mRNA が局在化しているが、極細胞質に局在
化しきらなかった nanos mRNA が胚全体に存在しており、それらは 3’UTR に
存在する TCE（Translation Control Element）に結合する Glorund と Smaug
により翻訳が抑制されていると考えられている[15-19]。Nanos タンパク質は
RNA 結合タンパク質であり、ショウジョウバエのみならず、線虫やゼブラフィ
ッシュ、さらには生殖質を持たないマウスでも PGC 形成に必須である[20-23]。
Nanos タンパク質は極細胞において Pumilio タンパク質と協調的にはたらき、
脱アデニル化複合体である CCR4-NOT 複合体を標的 mRNA にリクルートし、
その翻訳を抑制することで、極細胞が生殖巣に到達するまで未分化な状態を保
っていることが報告されている[24]。 
 
2. ゼブラフィッシュ 
2−1.	 ゼブラフィッシュ生殖質 mRNA と生殖細胞形成 
	 ゼブラフィッシュの生殖質は 2 細胞期〜4 細胞期にかけて形成され、4 細胞期
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では卵割面両端 4 点に存在する[25]。4 細胞期において生殖質に局在している母
性 mRNA には、vasa、nanos3、tdrd7、dead end、dazl、askopos、granulito
などがある[21,26-30]。生殖質は 32 細胞期に 4 つの割球に取り込まれ、PGC が
形成される。原腸胚期初期にあたる受精後 6 時間以降、PGC は将来の生殖巣領
域へと移動を開始し、受精後 24 時間には予定生殖巣領域に到達する(図 1−3)。 
	 ゼブラフィッシュにおいても Vasa、Nanos3、DND、DAZL、Tdrd7、Granulito
タンパク質は受精後 24 時間胚、あるいはさらに早いステージから生殖顆粒構造
をとることが報告されている[21,27,30]。しかし、これらの生殖顆粒構成タンパ
ク質がどのような mRNA を標的とし、どのような制御をしているのかといった
ことはほとんど明らかになっていない。 
 
2−2. 卵割期における生殖質 mRNA の安定性・翻訳制御機構 
	 nanos3 や vasa mRNA は生殖質領域に局在化する。しかし、ショウジョウバ
エの nanos mRNA と同様に、生殖質に局在しきらなかった余剰な mRNA も存
在する。GFP に nanos3 や vasa の 3’UTR を結合したレポーターmRNA を 1 細
胞期にインジェクションすると、24 時間胚においてレポーターの発現が PGC
特異的に観察されることから、ゼブラフィッシュにおいても異所的に発現して
いる mRNA は、その安定性や翻訳の制御を受けていることが示唆される[21,31]。
ゼブラフィッシュでは、体細胞において生殖質 mRNA を翻訳抑制・分解するメ
カニズムの１つとして、miRNA による制御が報告されている。miRNA は 21−
24 塩基の非コード小分子 RNA で、自身と相補的な配列を持つ標的 mRNA に結
合し、翻訳抑制および RNA の不安定化を引き起こす。nanos3、tdrd7、dazl、
askopos はその 3’UTR 中に miR-430 の標的配列を有し、生殖質に局在化できな
かった余剰の mRNA は体細胞において miR-430 の作用により翻訳抑制・分解
制御を受けることが明らかとなっている[29,32,51]。しかし、同様に生殖質に局
在することが分かっている vasa mRNA の 3’UTR 中には miR-430 の標的配列
が存在しないことや、miR-430 の制御を受けるものの、その後 PGC では安定化
されない askopos mRNA の例もある[51]。また、はじめは胚全体に母性 mRNA
が発現しているが、後に PGC に限局する h1m や zorba mRNA のような例もあ
ることから、生殖細胞形成に関わる mRNA の転写後制御機構は多様であり、ま
だまだ未知の制御機構が多く存在していると考えられる[33,34,52]。 
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 miR-430 は、接合子からの転写がはじまる中期胞胚遷移 (MBT) の時期に胚
全体で多く転写される miRNA であり、母性 mRNA のクリアランスにはたらく
[35]。正常な胚発生の進行のために母性 mRNA のクリアランスを進める一方で、
生殖質や PGC においては、生殖質 mRNA を miR-430 による制御から守る必要
がある。そのメカニズムについては、生殖細胞特異的な RNA 結合タンパク質で
あり、生殖顆粒構成因子である DND および DAZL による制御モデルが提唱さ
れている[32,36,37]。以下にゼブラフィッシュにおける DND と DAZL に関する
知見を述べる(図 1-4)。 
 
DND による「保護モデル」 
	 DND はゼブラフィッシュにおける大規模な mRNA の発現解析により、生殖
質および PGC に強く発現する遺伝子として同定された脊椎動物特異的な RNA
結合タンパク質であり、アンチセンスモルフォリノオリゴ (MO) により翻訳阻
害を行うと、PGC の移動が異常となり、最終的に PGC が欠失する[27]。培養細
胞を用いた先行研究により、ヒト DND１は miRNA の標的配列の近くに存在す
る U-rich な配列に結合し、標的 mRNA の構造や細胞内局在を変えることで、
miRNA のアクセスを阻害し、標的 mRNA を miRNA による抑制制御から保護
しているというモデルが提唱されており、ゼブラフィッシュにおいても、DND
と miR-430 による制御の関連が示唆されている[37]。 
 
DAZL による「拮抗モデル」 
	 一方、本研究室の先行研究により、ゼブラフィッシュ DAZL は体細胞におい
て、miR-430による tdrd7 mRNAの抑制制御を解除することが報告されている。
その制御メカニズムについては、標的 mRNA の 3’UTR に存在する GUUC およ
びその類似配列に結合し、polyA 鎖の伸長を積極的に行うことで翻訳を活性化し、
miRNA と拮抗的にはたらくと考えられているが、DAZL が polyA 鎖を伸長する
メカニズムは不明である[32,36]。	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本研究の目的 
	 ここまで述べたように生殖質構成因子は種を超えて生殖細胞形成に重要な役
割を果たしており、そこには様々な転写後制御が関与している。しかし、生殖
質構成因子の機能やそれらが関わる制御メカニズムについては不明な点が多い。
また、生殖顆粒が生殖細胞の特性の獲得・維持にどのようにはたらいているの
かといった根本的な部分も明らかになっていない。 
	 そこで、本研究は、脊椎動物のモデル生物であるゼブラフィッシュを用い、
生殖顆粒構成因子DNDの機能解析を通して「生殖細胞形成における生殖顆粒の
はたらき」を明らかにすることを目的とした。ゼブラフィッシュは、遺伝学的・
分子生物学的実験手法が確立されており、胚が透明で観察が容易な上に、初期
発生が早く、胎外で発生が進むことからも、PGC形成期における解析に適した
実験生物であるといえる。	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第２章	 材料と方法 
 
ゼブラフィッシュ 
	 ゼブラフィッシュ (Danio rerio) は、水温 28.5℃、明期 14 時間、暗期 10 時
間の条件で飼育した。受精卵は前日にゼブラフィッシュの雌雄を数匹ずつ同じ
水槽に入れ、翌日の朝にメイティングを行い、卵を採取した。採取した受精卵
は、28.5℃で発生させた。 
 
インジェクション 
	 ゼブラフィッシュのインジェクションには、 IM300 Microinjector   
(NARISHIGE) を用いた。mRNA は目的の濃度になるように滅菌水で希釈した
ものを用いた。インジェクション量はおよそ 1000 pl である。 
 
試薬類 
	 制限酵素は主にタカラバイオ、東洋紡から、その他の試薬は特に記述のない
限りナカライテスクと和研薬から購入した。 
 
プラスミド 
	 本研究に用いたプラスミドを以下に示す。プライマーの配列は 5’→3’の向き
に表記し、付加した制限酵素認識配列は太文字で示す。クローニングには KOD 
plus polymerase (TOYOBO) を用い、そのプロトコルに従った。    
 
＜RNA プローブ作製用プラスミド＞ 
•pCS2＋MT−GFP 
 当研究室で作成されたもの 
 GFP (AFP) が NcoⅠ/EcoRⅠサイトに挿入されている。 
 
•pCS2＋MT—DND (ORF) 
 RT-PCR により dnd 遺伝子の ORF を増幅し、pCS2＋MT の EcoRⅠ/XhoⅠ 
 サイトにクローニングした。用いたプライマーを以下に示す。 
	 dnd Fw. : GGAATTCAATGGTCGGAGACATGGATGC 
	 dnd Rv. : CCGCTCGAGTTAGAAAGGCCGTAAATTTGAGAC 
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•pCS2＋MT—Nanog (ORF) 
 RT-PCR により nanog 遺伝子の ORF を増幅し、pCS2＋MT の NcoⅠ/EcoRⅠ 
 サイトにクローニングした。用いたプライマーを以下に示す。 
  nanog Fw. : CATGCCATGGCGGACTGGAAGATGC 
	 nanog Rv. : GGAATTCTCACAGCAAAGTTATTCCTTTAGTTGC 
 
•pCS2＋h1m (ORF) 
 吉田 篤史さんから供与 
 RT-PCR により h１m (ORF) を増幅し、pCS2 の EcoRⅠ/XhoⅠサイトに 
 クローニングした。 
 
•pBSⅡ SK＋vasa (ORF) 
 当研究室で作成されたもの 
 vasa (ORF) が BamHⅠ/EcoRⅠサイトに挿入されている。 
 
＜mRNA 作製用プラスミド＞ 
◇GFP レポーターアッセイ 
•pCS2＋MT−GFP 
 当研究室で作成されたものを使用 
 前述のものと同様 
 
•pCS2＋GFP−tdrd7 3’UTR 
 武田 耕哲博士プラスミド (T1-39) 
 tdrd7 3’UTR が XhoⅠ/XbaⅠサイトに挿入されている。 
 
•pCS2＋GFP−dnd 3’UTR 
 武田 耕哲博士プラスミド (T1-49) 
 dnd 3’UTR が XhoⅠ/XbaⅠサイトに挿入されている。 
 
•pCS2＋GFP−nanog 3’UTR 
 RT-PCR により nanog 遺伝子の 3’UTR を増幅し、pCS2＋GFP の EcoRⅠ/Xba
Ⅰサイトにクローニングした。用いたプライマーを以下に示す。 
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nanog 3’UTR Fw.:GGAATTCGTCCAGCTGCTTCGTGTATT 
nanog 3’UTR Rv.:GCTCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAAATGTAGG 
 
•pCS2＋GFP−nos3 3’UTR 
 三嶋 雄一郎博士プラスミド (CB24) [53] 
 Antonio Giraldez 博士より分与 
 
•pCS2＋GFP−nos3 3’UTR mut 
 三嶋 雄一郎博士プラスミド (CB25) [53] 
 Antonio Giraldez 博士より分与 
 
•pCS2＋GFP−3×IPTmiR-430＋5×BoxB 
 武田 耕哲博士プラスミド (T1-33) 
 
•pCS2＋GFP−1×IPTmiR-430 (mut)＋5×BoxB 
 武田 耕哲博士プラスミド (T1-32) 
 
•pCS2＋DsRed Express 
 武田 耕哲博士プラスミド (T1-56)[54] 
 
•pCS2＋MT−DAZL (ORF) 
 前川 真吾博士プラスミド (No.20)[55] 
 
•pCS2＋MT—DND (ORF) 
 前述のものと同様 
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◇	 ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
 
●レポーター 
•pCS2＋R−luc-5×BoxB 
三嶋 雄一郎博士プラスミド (M53) 
 
•pCS2＋R−luc-dnd 3’UTR 
 pCS2＋GFP−dnd 3’UTR (T1-49) より dnd 3’UTR を切り出し、pCS2＋R−luc 
(T1-46) の XhoⅠ/XbaⅠサイトにサブクローニングした。 
pCS2＋R−luc (T1-46) は BamHⅠ/EcoRⅠサイトに R-luc (ORF)が挿入されて
いる。 
 
•pCS2＋R−luc-nanog 3’UTR 
 pCS2＋GFP−nanog 3’UTR より nanog 3’UTR を切り出し、pCS2＋R−luc  
 (T1-46) の EcoRⅠ/XbaⅠサイトにサブクローニングした。 
 
•pCS2＋R−luc-dazl 3’UTR 
 pCS2＋GFP−dazl 3’UTR (T1-27) より dazl 3’UTR を切り出し、 
 pCS2＋R−luc (T1-46) の XhoⅠ/XbaⅠサイトにサブクローニングした。 
 
•pCS2＋F−luc-globin 3’UTR 
三嶋 雄一郎博士プラスミド (M61) 
 
●エフェクター 
•pCS2+HA-λN-MCS-stop-globin3'UTR 
三嶋 雄一郎博士プラスミド (M50) 
 
•pCS2+SBP-HA-λN-DsRed 
 嵯峨 渉さんプラスミド [52] 
 
•pCS2+HA-λN-DND (ORF)  
 RT-PCR により dnd 遺伝子の ORF を増幅し、pCS2+HA-λN-DND 
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 (ΔC) (T2-44) の EcoRⅠ/XhoⅠサイトにクローニングした。 
 
•pCS2+HA-λN-DND (Y104C) 
 PCR により変異を導入した DND (Y104C)を作成し、pCS2+HA-λN-DND 
 (ΔC) (T2-44) の EcoRⅠ/XhoⅠサイトにクローニングした。用いたプライマー	   
 を以下に示す。下線は変異を導入した部分を示している。 
	 dnd (Y104C) Fw. : CGCGGCTTCGCCTGTGCTAAGTACGGTGAC 
	 dnd (Y104C) Rv. : GTCACCGTACTTAGCACAGGCGAAGCCGCG 
 
•pCS2+HA-λN-DND (K200T) 
 PCR により変異を導入した DND (K200T) を作成し、pCS2+HA-λN-DND 
 (ΔC) (T2-44) の EcoRⅠ/XhoⅠサイトにクローニングした。用いたプライマー	   
 を以下に示す。下線は変異を導入した部分を示している。 
	 dnd (K200T) Fw. : GCATCCATGGCTAAGACAGTGCTCGTGGAAGC 
	 dnd (K200T) Rv. : GCTTCCACGAGCACTGTCTTAGCCATGGATGC 
 
•pCS2+HA-λN-DND (Δ190-204) 
 PCRにより変異を導入したDND (Δ190-204) を作成し、pCS2+HA-λN-DND 
 (ΔC) (T2-44) の EcoRⅠ/XhoⅠサイトにクローニングした。用いたプライマー	   
 を以下に示す。 
	 dnd (Δ190-204) Fw. : CTAGTCAACTACACGTTTCGGAACCGGTACGG 
	 dnd (Δ190-204) Rv. : CCGTACCGGTTCCGAAACGTGTAGTTGACTAG 
 
•pCS2+HA-λN-DND (R392E) 
 PCR により変異を導入した DND (R392E) を作成し、pCS2+HA-λN-DND 
 (ΔC) (T2-44) の EcoRⅠ/XhoⅠサイトにクローニングした。用いたプライマー	   
 を以下に示す。下線は変異を導入した部分を示している。 
	 dnd (R392E) Fw. : GAAGAGTGAAGTTTACGAGGCCGCCGCTGAGC 
	 dnd (R392E) Rv. : GCTCAGCGGCGGCCTGGTAAACTTCACTCTTC 
 
•pCS2+HA-λN-DND (Δ392-396) 
 PCRにより変異を導入したDND (Δ392-396) を作成し、pCS2+HA-λN-DND 
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 (ΔC) (T2-44) の EcoRⅠ/XhoⅠサイトにクローニングした。用いたプライマー	   
 を以下に示す。 
 dnd (Δ392-396) Fw. : CTAGTCAACTACACGTTTCGGAACCGGTACGG 
 dnd (Δ392-396) Rv. : CCGTACCGGTTCCGAAACGTGTAGTTGACTAG 
 
•pCS2+HA-λN-DND (Δ392-396②) 
 pCS2+HA-λN-DND(ΔC) (T2-44)の EcoRⅠ/XhoⅠサイトに DND  
 (Δ392-396) かつフレームシフトが生じ、398 番目のアミノ酸が終止コドンに
なった DND (Δ392-396②)が挿入されている。 
  
•pCS2+HA-λN-DND (ΔC) 
 武田 耕哲博士プラスミド (T2-44) 
 ORF の 1149 番目に A→T の塩基置換が生じていたため、DND ORF 中に Xho
Ⅰサイトが生じ、C 末端が欠失した DND が EcoRⅠ/XhoⅠサイトに挿入されて
いる。 
 
•pCS2+HA-λN-Nanos2 (ORF) 
 大川 保郁さんから供与 
 pCS2＋MT—nanos2 (ORF) (SK16) からnanos2 (ORF)を切り出し、pCS2+HA- 
 λN-DND (ORF) の EcoRⅠ/XhoⅠサイトにサブクローニングした。 
 
•pCS2+HA-λN-Nanos3 (ORF)  
 大川 保郁さんから供与 
 pCS2＋MT—nanos3 (ORF) (SK15) からnanos3 (ORF)を切り出し、pCS2+HA- 
 λN-DND (ORF) の EcoRⅠ/XhoⅠサイトにサブクローニングした。 
 
•pCS2+MT-DND (ORF)  
 RT-PCR により dnd 遺伝子の ORF を増幅し、pCS2+MT-DND (ΔC)の 
 EcoRⅠ/XhoⅠサイトにサブクローニングした。 
 
•pCS2+MT-DND (Y104C) 
 pCS2+HA-λN-DND (Y104C) より DND (Y104C) を切り出し、pCS2+MT の	    
 18 
EcoRⅠ/XhoⅠサイトにサブクローニングした。 
 
•pCS2+MT-DND (Δ190-204) 
 pCS2+HA-λN-DND (Δ190-204) より DND(Δ190-204) を切り出し、 
 pCS2+MT-DND (ORF) の EcoRⅠ/XhoⅠサイトにサブクローニングした。 
 
•pCS2+MT-DND (R392E) 
 pCS2+HA-λN-DND (R392E) より DND (R392E)を切り出し、pCS2+MT の 
 EcoRⅠ/XhoⅠサイトにサブクローニングした。 
 
•pCS2+MT-DND (Δ392-396) 
 pCS2+HA-λN-DND (Δ392-396) より DND (Δ392-396) を切り出し、  
 pCS2+MT の EcoRⅠ/XhoⅠサイトにサブクローニングした。 
 
•pCS2+MT-DND (Δ392-396②) 
 pCS2+HA-λN-DND (Δ392-396②) より DND (Δ392-396②) を切り出し、 
 pCS2+MT-DND (ORF) の EcoRⅠ/XhoⅠサイトにサブクローニングした。 
 
•pCS2+MT-DND (ΔC) 
 武田 耕哲博士プラスミド (T2-45) 
ORF の 1149 番目に A→T の塩基置換が生じていたため、DND ORF 中に Xho
Ⅰサイトが生じ、C 末端が欠失した DND が EcoRⅠ/XhoⅠサイトに挿入されて
いる。 
 
•pCS2＋MT—nanos2 (ORF) 
 金村 節子さんプラスミド (SK16) 
 nanos2 (ORF) が EcoRⅠ/XhoⅠサイトに挿入されている。 
  
•pCS2＋MT—nanos3 (ORF) 
 金村 節子さんプラスミド (SK15) 
 nanos3 (ORF) が EcoRⅠ/XhoⅠサイトに挿入されている。 
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•pCS2+MT-cnot6-globin3'UTR 
 三嶋 雄一郎博士プラスミド (M9) 
 
•pCS2+MT-cnot6 (D412A)-globin3'UTR 
 三嶋 雄一郎博士プラスミド (M11) 
 
変異の導入 
	 変異を導入したプライマーとORFプライマーのセットを用いたPCRにより、
前半と後半のフラグメントを増幅し、目的のバンドを切り出し、ゲル精製を行
った。２つのフラグメントを鋳型として、ORF プライマーを用いた 2nd PCR
を行うことで、目的の変異が導入されたフラグメントを得た。 
 
mRNA の作製 
	 mRNA の作製には mMESSAGE mMACHINE SP6 kit (Ambion) を用い、そ
のプロトコルに従った。GFP に特定の遺伝子の 3’UTR を連結したものは Xho
Ⅰ、その他のコンストラクトは NotⅠで直鎖化し、フェノール／クロロホルム
処理後、エタノール沈殿を行い、鋳型 DNA とした。Kit を用いた転写反応終了
後、TURBO DNase (Ambion) により鋳型 DNA を消化し、ProbeQuant G-50 
MicroColumns (GE Healthcare) を用いて mRNA 精製した。 
 
DIG-labeled	 プローブの作製 
	 コンストラクトを EcoRⅠで直鎖化し、フェノール／クロロホルム処理後、エ
タノール沈殿を行い、鋳型 DNA とした。プローブの合成には 10×DIG-labeling 
kit (Roche) を使用し、T7 RNA polymerase によって転写反応を行い、TURBO 
DNase (Ambion) により鋳型 DNA を消化した後、 ProbeQuant G-50 
MicroColumns (GE Healthcare) を用いてプローブの精製を行った。 
 
ホールマウント in situ hybridization 
	 特に記載の無い限り、反応は室温で行った。 
 
•胚固定 
	 各発生段階のゼブラフィッシュ胚を採取し、PBS で洗浄した後、4% PFA/PBS
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中で一晩固定した (4℃)。24 時間胚は、あらかじめ卵膜を除去してから固定し、
4 細胞期胚および 6 時間胚は固定後に PBST 中でピンセットにより卵膜を除去
した。その後、50% MeOH/PBST、100% MeOH と段階的に置換し、100% MeOH
中で保存した (−30℃)。 
 
１日目 
•PBST 置換 
	 100% MeOH から 50% MeOH/PBST、PBST へと段階的に置換した。 
置換後、PBST wash を２回行った。 
 
•prehybridization 
	 hybridization buffer で共洗い後、 
	 hybridization buffer	 	 	 	   56℃ ウォーターバス	 1 h 
 
•hybridization 
	 RNA probe は、 hybridization buffer 400〜500 μl に対し、DIG-labeled 
RNA probe を 1 μl 加え、ブロックインキュベーターで 68℃ 5 min の変性を
行った。 
  probe / hybridization buffer   56℃ ウォーターバス	 12-16 h 
	  
２日目 
	 ハイブリダイゼーション後の胚は、以下の手順で洗浄、RNase 処理を行い、
余剰のプローブを除去した後、抗体反応を行った。 
 
•洗浄、RNase 処理 
	 5×SSCT 
  2×SSCT/50%ホルムアミド     56℃ 1 h 
  2×SSCT 
  RNase buffer 
  RNaseA  20 μg/ml、RNase T1  10 U/ml / RNase buffer 
  2×SSCT 
  2×SSCT/50%ホルムアミド     56℃ 1 h 
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  2×SSCT   	 	 	 	 	 	 	  56℃ 
  0.2×SSCT                56℃ 
  PBST  
•抗体反応 
	 Blocking solution          4℃ 1 h 
  1/4000 anti-DIG-AP Fab fragment (Roche) / Blocking solution ４℃ O/N 
 
３日目 
	 余剰の抗体を洗浄し、以下の手順で発色反応を行った。 
 
•洗浄•発色反応 
	 Blocking solution 
  AP reaction buffer 
  NBT (Roche)、 BCIP (Roche) / AP reaction buffer (遮光) 
  PBST 
 
•脱色 
	 PBST から 50% EtOH/PBS、100% EtOH へと段階的に置換し、脱色を確認
した後、再び段階的に PBST に置換し、遮光して 4℃で保存した。 
 
 
タンパク質抽出 
	 ゼブラフィシュ胚を液体窒素で凍結させた後、１匹あたり 2〜5 μl の lysis 
buffer 中で破砕し、凍結•再融解を行った。13000 rpm で 1 min 遠心し、上清を
タンパク抽出液として用いた。 
 
卵黄除去処理 
	 ゼブラフィッシュ胚の卵黄除去は、プロテアーゼ (SIGMA) またはピンセッ
トを用いてコリオン膜を除去した後、卵黄をピンセットで除去または deyolking 
buffer (1 ml) 中でイエローチップにより撹拌し、8000 rpm で 2 min 遠心し、
沈殿した胚を回収した。 
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ウェスタンブロット 
	 Lysis buffer で懸濁したサンプルに等量の 2×Sample buffer を加え、95℃で
10 分間変性させ、SDS−PAGE ゲルで泳動した。泳動後、1 時間 10 V の電圧を
かけ、PVDF メンブレンに転写した。転写したメンブレンを 2%スキムミルクで
1 時間ブロッキングした後、rabbit 抗 c−myc 抗体 (1/4000) もしくは rabbit 抗
GFP 抗体 (1/2500) と 4℃で一晩反応させた。2 次抗体には goat 抗 mouse 
IgG-HRP 抗体もしくは sheep 抗 rabbit IgG-HRP 抗体 (どちらも 1/5000) を用
いた。抗体の希釈には 1%スキムミルクを用いた。反応後、Luminate Forte HRP 
Substrate (Merck Millipore) を用いてシグナルを検出し、LAS4000 mini (GE 
Healthcare) で撮影した。 
 
ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
	 Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) を用いて解析を行った。 
ゼブラフィッシュ 1 細胞期に mRNA をインジェクションし、6 時間胚でタンパ
ク質を抽出した。mRNA はそれぞれレポーターmRNA 濃度が (F-luc および R−
luc) が 50 ng/μl、エフェクターmRNA は 200 ng/μl となるように調整した。
タンパク質の抽出は 5 匹〜10 匹から行い、液体窒素で凍結した後、１匹あたり
10 μl の Passive lysis buffer 中で破砕し、13000 rpm で 1 min 遠心し、上清
を測定に用いた。測定は 3 回行い、その平均値を測定値とし、R-luc の値を F−
luc の値でノーマライズした。 
 
total RNA 抽出 
	 ゼブラフィッシュ胚からの total RNA の抽出には ISOGEN (ニッポンジーン)
を用い、そのプロトコールに従った。 
luc assay サンプルは 6 時間胚を液体窒素で凍結し、10 匹から total RNA 抽出
した。RNA-seq用のRNAサンプル調整には、zpcプロモーター下でGFP−nanos3 
3’UTR が発現するトランスジェニック個体を用いた。1 細胞期に dnd に対する
アンチセンスモルフォリノオリゴ (dnd MO) または standard control MO を
250 ng/μl に調整してインジェクションし、およそ 40 個の 6 時間胚および 24
時間胚から total RNA を抽出して、解析に用いた。dnd MO は開始コドン付近
に結合し、その翻訳を阻害する。用いた MO の配列を以下に示す。 
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dnd MO : GCTGGGCATCCATGTCTCCGACCAT 
standard control MO : CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA 
 
 
cDNA 合成 
	 total RNA からの cDNA 合成には PrimeScriptⅡ  1st strand cDNA 
Synthesis Kit (TaKaRa) を用いそのプロトコルに従った。合成には付属の oligo 
dT primer を用い、500 ng〜1000 ng の total RNA から cDNA を合成した。 
 
RT-PCR 
	 RT-PCR は Ex Taq (TaKaRa) を用い、25 μl 系または 50 μl 系で以下の条
件で増幅を行った。 
 
95℃ 2 min 
↓   
95℃ 10 sec         
55℃ 30 sec 
72℃ 1 min 
↓ 
72℃ 1 min 
4℃	 ∞ 
 
PGC 関連遺伝子の増幅は 28〜35 cycle、ルシフェラーゼアッセイのサンプルの
増幅は 25 cycle で行った。用いたプライマーを以下に示す。 
 
dnd Fw1. : GAACCCGCAGAAACTCAAGTC 
dnd Rv1. : CATCTCATCTCTCTGCTCACTGG 
 
dnd Fw2. : TTCGCCTTCAAAGTGCTGATCC 
dnd Rv2. : CAAAAGTCATTTATAGTCAGTACAACCCATC 
 
dazl Fw. : ATGGTTCAGGGGGTTCAGTTAC 
dazl Rv. : CTACATAAGGGTTAGCAAAGTC 
 } ×25〜35 cycle  
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nanog Fw. : AGACTGAGCCCGACCAAAAG 
nanog Rv. : GGCATGTAGCTGATGGGGTT 
 
zorba Fw. : GCTCGCTTAAACTCCCAGTCT 
zorba Rv. : AGCAGAGCTCGCACAGATTT 
 
h1m Fw. : GGAATTCATGGCTCCAAAAAAAGCAGCTGCAGAG 
h1m Rv. : CCGCTCGAGTCACTTTTTTGCTCTCTTCCCTGGGGC 
 
org Fw. : GGGGAATCGCGTCAGAGAAT 
org Rv. : GGGCCTCAGAGGGAACTACC 
 
rnf17 Fw. : ACCAGCCCAAGTCAAACAAC 
rnf17 Rv. : AACACTGGTCTGGTGGAAGG 
 
msi2b Fw. : TAGTTGGGTTAGCCATGGAG 
msi2b Rv. : TGAATCTCGCAGACCTTTTC 
 
snai2 Fw. : TTCAATGCCGCTAAGAAACC 
snai2 Rv. : GTCTGAGTGGGTTTGCAGGT 
 
mxtx2 Fw. : TCTGATCTGCAAGCAACACC 
mxtx2 Rv. : CCCAACTGCACCAAAATACC 
 
R-luc Fw. : ATAACTGGTCCGCAGTGGTG 
R-luc Rv. : TTTTGATGGCAACATGGTTTC 
 
F-luc Fw. : AGAACTGCCTGCGTGAGATTC 
F-luc Rv. : CACACACAGTTCGCCTCTTTG 
 
β-actin Fw. : AGAAGATCTGGCATCACACCTTC 
β-actin Rv. : CGTGGATACCGCAAGATTCC 
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qPCR 
	 解析には、SYBR  Premix Ex TaqⅡ (Tli RNaseH Plus) (TaKaRa) と
Thermal cycler Dice Real Time System single (TP850/870) (TaKaRa) を
用いた。cDNA は 1/2〜1/5 に希釈して使用し、PCR は以下の条件で行った。	 
１度の解析は triplicate または dupulicate で行い、その平均値を測定値とし
た。 
 
95℃ 2 min 
↓   
95℃ 5 sec         
60℃ 30 sec 
↓ 
Dissociation Curve 
 
用いたプライマーを以下に示す。 
R-luc Fw. : ATAACTGGTCCGCAGTGGTG 
R-luc Rv. : TAAGAAGAGGCCGCGTTACC 
 
F-luc Fw. : AGAACTGCCTGCGTGAGAGATTC 
F-luc Rv. : ACCGTGATGGAATGGAACAAC 
 
β-actin Fw. : CAGGTCATCACCATCGGCAATG 
β-actin Rv. : ATGTCCACGTCGCACTTCATG 
 
 
RNA-seq 
	 RNA-seq 解析は東大・鈴木研に依頼した。以下の total RNA サンプルを用意
し、サンプルは Strand Specific kit を用いて、polyA selection を行ない、
Hiseq2000 (Illumina) を用いて 36 bp Single-end Read 法でシークエンスを行
った。 
 
 
} ×40 cycle 
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●dnd 機能阻害胚 (PGC 欠失胚) 
•dnd MO injected (6 時間胚、24 時間胚) 
 
●コントロール胚 
•uninjected (6 時間胚、24 時間胚) 
•control MO injected (6 時間胚、24 時間胚) 
 
RNA 発現量解析 
  RNA-seq データの解析は東大・中井研の若林 俊一博士に協力していただいた。 
uninjected と dnd MO injected は 3 回分、control MO injected に関しては 2 回
分のデータをまとめて解析に用いた。 
 
•リファレンスゲノム	 GRCz10 
•遺伝子モデル	 	 	 	 Ensemmle82 
•マッピング          Bowtie1.1.2+Tophat1.4.1 
•発現量解析	 	 	 	 	 cufflinks-2.2.1 および付属の cuffdiff 
 
dnd MO injected の RPKM 値をコントロールサンプル (uninjected または
control MO injected) のRPKM値を割った値で発現量の増減を評価し、q_value
が 0.1 より小さいものを有意差ありとみなした。 
 
Gene Ontology (GO) 解析 
 DAVID6.7 を利用し、REFSEQ_MRNA ID を用いて解析を行った。 
 
画像の取得と解析 
	 蛍光の観察には Ste REO Lumar V12 (Zeiss) 顕微鏡を用い、Axio Cam MRm
カメラ (Zeiss) を用いて画像を取得した。In situ hybridization の観察には
SMZ1500 (Nikon) 顕微鏡を用い、DIGITAL SIGHT DS=Ri1 カメラ (Nikon)
を用いて画像を取得した。画像の編集には Image J64 および Adobe Photoshop 
CS5.1 を用いた。 
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第３章	 結果 
	 生殖顆粒構成因子である Dead end (DND) は RNA 結合タンパク質であり、
アンチセンスモルフォリノオリゴ (MO) により翻訳阻害を行うと、PGC の移動
が異常となり、最終的に PGC が欠失することが報告されている[27]。このこと
からも DND の機能は PGC 形成に必須であると考えられる。また、DND は
miR-430の標的配列の近くに存在するU-richな配列に結合し、物理的にmiRNA
のアクセスを阻害することで、PGC において tdrd7 や nanos3 mRNA の保護に
はたらくモデルが提唱されている[37]。本研究では、生殖顆粒構成因子 DND に
着目し、その機能解析を通して「生殖細胞形成における生殖顆粒のはたらき」
の解明を目指した。 
 
[Ⅰ] RNA-seq を用いた比較解析による DND に影響を受ける mRNA 群の同定 
	 DND は標的 mRNA の U rich な配列に結合することが報告されているが、具
体的な標的 mRNA はほとんど分かっていない。また、生殖顆粒を構成する RNA
についても知見が乏しいのが現状である。そこで、RNA-seq を用いて、DND の
標的 mRNA や生殖質 RNA の網羅的な同定を試みた。 
	  
dnd MO インジェクション胚の観察と PGC 欠失胚の作成 
	 RNA-seqを用いて野生型胚とdnd MOインジェクション胚の比較解析を行う
ことにより、「DNDにより直接的または間接的に影響を受けるmRNA群」を網
羅的に明らかにすることができるのではないかと着想した。また、dnd MOイン
ジェクションによりPGC欠失胚を作成し、比較解析を行うことで、「PGC特異的
なRNA群」を明らかにできるのではないかと期待した。はじめに、PGCを可視
化した遺伝子組換え個体 (zpc:GFP-nanos3 3’UTR) を用いて、PGCに対する
dnd MOインジェクションの効果の検証を行った。 
	 dnd MOインジェクション胚のPGC数は、PGCの移動が開始される6時間胚ま
では、野生型胚とほとんど変わらないことが報告されている[27]。PGCの欠失
がまた生じていない6時間胚を用いて比較解析を行うことで、PGC数の差が原因
ではなく、「dnd MOの影響により変動するmRNA群」を同定することができる
のではないかと期待した。トランスジェニック個体の観察の結果、先行研究の
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結果と一致して、dnd MOインジェクション胚の６時間胚でもコントロール胚と
同様にPGCでの蛍光が観察された。さらに、PGCマーカーであるvasaのin situ 
hybridizationにより、dnd MOインジェクション胚におけるPGCでのシグナル
を確認した(図3−1)。 
	 次に、dnd MOインジェクションによるPGC欠失胚の作成を行った。dnd MO
インジェクション胚の24時間胚ではPGCが欠失することが報告されている[27]。
トランスジェニック個体の観察の結果、dnd MOインジェクション胚の24時間胚
では、将来の生殖巣領域においてPGCの蛍光が観察されなかった。また、dnd MO
インジェクション胚では、異所的に弱い蛍光が観察され、dnd MOのインジェク
ション量を変えてもこの異所的な弱い蛍光は無くならなかった。PGCマーカー
であるvasaのin situ hybridizationでは、予定生殖巣領域におけるPGCでのシグ
ナルや異所的なシグナルは観察されなかったことから、dnd MOインジェクショ
ンにより、効率的にPGC欠失胚を作成することができると結論づけた(図3−2)。 
 
dnd MOインジェクションによりRNA量が変動する遺伝子の同定 
	 RNA-seq解析の結果、dnd MOインジェクション胚の6時間胚では71遺伝子の
RNA量が増加、51遺伝子のRNA量が減少していた。24時間胚については18遺伝
子が増加、1遺伝子が減少し、変動する遺伝子はほとんど得られなかった。興味
深いことに、dnd MOインジェクション胚の6時間胚において、dnd、dazl、zorba
などのPGC形成に関わるRNA結合タンパク質やorgやrnf17など性分化に関わる
遺伝子のRNA量が増加していた。さらに、マウスES細胞において多能性の維持
に関わる転写因子として同定され、様々な現象に関わることが報告されている
nanog遺伝子のRNA量の増加もみられた(図3−3)。 
	 dnd MOインジェクション胚の6時間胚においてRNA量が増加する遺伝子と
して興味深い遺伝子群がリストアップされたのに対し、dnd MOインジェクショ
ンにより、RNA量が減少すると予測していたtdrd7やnanos3などの生殖細胞関
連遺伝子はRNA量が減少する遺伝子としてリストアップされてこなかった。ま
た、6時間胚と24時間胚において共通に変動している遺伝子は得られなかった。 
	 dnd MOインジェクション胚の6時間胚および24時間胚で変動した遺伝子の一
覧とGene Ontology (GO) 解析の結果は巻末に示し、詳細は第４章の考察で述べ
る。 
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dnd MOインジェクションによりdndおよびnanogなどのRNA量が増加する 
	 興味深い遺伝子候補が得られたことから、dnd MO インジェクション胚の 6
時間胚において RNA 量が増加する遺伝子に着目して解析を進めた。dnd MO イ
ンジェクション胚の6時間胚においてRNA量が増加するいくつかの遺伝子につ
いて、RT-PCR によりコントロール胚と dnd MO インジェクション胚における
mRNA 量の確認を行った。RT-PCR の結果、今回確認した遺伝子については、
RNA-seq の結果とほぼ一致して、dnd MO インジェクション胚において RNA
量の増加が見られた(図 3−4)。 
 
dnd MO により体細胞で mRNA が安定化しているわけではない 
	 次に dnd MO インジェクション胚のどこで RNA 量が増加しているのか確認
するために、dnd、h1m および nanog と PGC マーカーとして vasa の in situ 
hybridization を行った。in situ hybridization の結果、dnd MO インジェクシ
ョン胚の６時間胚において、dnd、h1m および nanog は体細胞でのシグナルが
高くなっているというわけではなかった。dnd について、PGC におけるシグナ
ルを注意深く観察してみると、dnd MO インジェクション胚の PGC におけるシ
グナルはコントロール胚と比較して、範囲が小さいように見えた。vasa や h1m
の in situ hybridization では、このようなシグナルの範囲の大きさの違いは観
察されないことから、PGC の核内での dnd のシグナルが高くなっている可能性
が考えられる。また、nanog mRNA に関しても胚全体でのシグナルに加え、一
部シグナルの強い細胞が観察された。dnd MO インジェクション胚では、この
シグナルの強い細胞がよりはっきりと観察された(図 3−5)。 
 
 
[Ⅱ] GFP レポーターアッセイによる DND の制御モデルの検証 
	 DND は miR-430 の標的配列の近くに存在する U-rich な配列に結合し、物理
的に miRNA のアクセスを阻害することで、生殖質や PGC において tdrd7 や
nanos3 mRNA の保護にはたらいていると考えられている[37]。DND と同様に
miRNA による抑制制御の解除にはたらくことが報告されている DAZL につい
ては、ゼブラフィッシュにおいて GFP レポーターを用いた解析により、体細胞
における DAZL による miRNA の制御の解除が観察されている[32]。一方、DND
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については体細胞における miRNA の制御の解除については検証されていなか
ったことから、DND についても GFP レポーターを用いた解析を行った。 
 
体細胞における DND による miR-430 の制御の解除は観察されない 
	 GFP レポーターとして、DND および DAZL の標的である tdrd7 の 3’UTR を
連結したレポーターを用いて解析を行った。GFP に tdrd7 の 3’UTR を連結した
レポーターmRNA をゼブラフィッシュの１細胞期にインジェクションすると、
miR-430 の制御を受けたレポーターは 24 時間胚で PGC に限局する。レポータ
ーと一緒に DAZL の ORF をコードする mRNA を共インジェクションし、胚全
体に DAZL を強制発現すると、胚全体でレポーターの蛍光が観察されるように
なり、体細胞における miR-430 の制御の解除が観察される。一方、同様に DND
を胚全体で強制発現させても、体細胞における miR-430 による制御の解除は観
察されず、PGC においても蛍光が強くなっている様子は観察されなかった。こ
のとき gfp に対する in situ hybridization によりレポーターmRNA を確認した
が、体細胞においてレポーターmRNA が安定化している様子は観察されなかっ
た(図 3−6)。 
 
dnd 3’UTR は DAZL による制御を受ける 
	 また dnd 自身の 3’UTR についても同様に解析を行った。dnd の 3’UTR を連
結したレポーターも、その限局メカニズムは明らかになっていないものの、24
時間胚において tdrd7 と同様に PGC に限局することが報告されている[27]。
GFP レポーター解析の結果、dnd 3’UTR は tdrd7 と同様に DAZL による制御
を受けることが明らかとなった。また、体細胞で DND を強制発現しても体細胞
におけるレポーターmRNA の抑制制御の解除は観察されず、gfp に対する in 
situ hybridization でも体細胞でのレポーターmRNA の安定化は観察されなか
った(図 3—7)。 
 
 
	 このように GFP レポーターを用いた解析では、DND による体細胞における
miRNA による制御の解除は観察されない。また、近年、マウスでは DND が
mRNA の分解に関わる可能性があるという報告もあり、DND の機能に関して
再検討する必要性があると考えた。 
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[Ⅲ] ルシフェラーゼレポーターアッセイによる DND の機能の再検討 
	 ルシフェラーゼレポーターアッセイにより DND の機能の再検討を行った。
BoxB 配列とλN タンパク質の結合を利用し、レポーターにエフェクターを繋留
するテザリングシステムを用いることで、レポーターに対する DND の作用を検
討した。 
 
レポーターmRNA に繋留した DND は翻訳抑制にはたらく 
	 ウミシイタケルシフェラーゼ（R−luc）に BoxB 配列と SV40 の polyA 付加配
列を連結したレポーターmRNA とλN とエフェクターの融合タンパク質をコー
ドする mRNA を１細胞期にインジェクションし、６時間胚でルシフェラーゼ活
性を測定した。テザリングアッセイの結果、エフェクターとしてλN やλN に
DsRed を付加したコントロールの系に対して、DND をテザリングした場合には、
有意にルシフェラーゼ活性の低下が見られた。このときレポーターの mRNA 量
を qPCR で確認したところ、レポーターの RNA 量にはほぼ差がなかったこと
から、DND はレポーターに対して翻訳抑制にはたらくことが示唆された(図 3−
8)。 
 
DND による翻訳抑制制御に重要なドメインの探索 
	 次に DND のどのドメインが翻訳抑制に重要なのか、DND による翻訳抑制に
重要なドメインの探索を行った。DND は N 末端側に２つの single-strand RNA 
recognition モチーフ (60−131 と 140−213) と C 末端側に ATPase ドメインを
有する[37,38]。60-131 は RRM として機能し、140−213 については詳細な機能
解析は進められていないが、種間で保存性が高い領域として DND domain と名
付けられている。DND domain 中の変異コンストラクト (Ｋ200Ｔ) では dnd 
MO による表現型をレスキューできないことからも、DND domain は PGC 形
成に重要であると考えられている[38]。そこで、エフェクターとして、これらの
ドメインのいずれかに変異や欠失を導入したコンストラクトを用いて解析を行
った。 
	 テザリングアッセイの結果、Y104C、K200T、R392E、ΔC をエフェクター
として導入した場合は、インタクトな DND と同様にルシフェラーゼ活性の低下
が見られた。一方、Δ190-204 やΔ392-396 では、ルシフェラーゼ活性の低下は
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見られず、これらの領域は DND による翻訳抑制制御に重要であると考えること
ができる(図 3−9)。 
 
 
DND による翻訳抑制には CCR4-NOT 複合体が関与する可能性がある 
	 近年、マウス生殖細胞において DND は NANOS2 と協調してはたらき、
CCR4-NOT deadenylase complex による mRNA の分解に関わる可能性が報告
された[39]。そこで、DND による mRNA 分解について検討を行った。 
 
	 CCR4-NOT複合体の構成因子の１つであるCNOT6 (CCR4) は polyA分解酵
素であり、polyA の分解を阻害するドミナントネガティブ変異体 (CNOT6 
(DN)) が存在する。そこで、テザリングアッセイ系に、CNOT6 と CNOT6(DN)
を導入した場合に、DND によるレポーターに対する作用がどうなるのか解析を
行った。 
	 テザリングアッセイの結果、DND と CNOT6(DN)を共導入した場合には、ル
シフェラーゼ活性がコントロールと同等のレベルにまで回復した。このときの
レポーターの mRNA 量を RT-PCR および qPCR で確認したところ、レポータ
ーmRNA量にはほとんど差がなかった。これらの結果から、DNDとCCR4—NOT
複合体による mRNA 分解への関与については分からなかったものの、 DND に
よる翻訳抑制には CCR4-NOT complex が関与する可能性が示唆された(図 3−
10)。 
 
DND による翻訳抑制は NANOS3 によって打ち消される 
	 次にマウス生殖細胞において DND は NANOS2 と相互作用し、CCR4-NOT 
deadenylase complexによるmRNAの分解に関わる可能性が報告されているこ
とから、ゼブラフィッシュにおける DND と NANOS2 および NANOS3 の関与
について検証を行なった。テザリングアッセイ系に、NANOS2 または NANOS3
を導入した場合、DND によるレポーターに対する影響がどうなるのか解析を行
った。 
	 解析の結果、DND と NANOS2 を共導入した場合にはルシフェラーゼ活性に
有意な変化は見られなかったものの、DND と NANOS3 を共導入した場合には、
ルシフェラーゼ活性がコントロールと同等のレベルにまで回復した。qPCR の
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結果、このときのレポーターRNA 量には差はなかった。これらの結果から、
NANOS3 はなんらかの形で DND による翻訳抑制を阻害することが示唆された
(図 3−11)。 
 
テザリングした NANOS2 と NANOS3 は翻訳抑制にはたらく 
	 ショウジョウバエやマウスにおいて NANOS2 や NANOS3 は mRNA の翻訳
抑制や分解に関わることが報告されているが、ゼブラフィッシュにおいては詳
細な解析は行われていない。そこで、ゼブラフィッシュにおける NANOS2 およ
び NANOS3 の機能について、テザリングアッセイにより検証を行った。 
	 テザリングアッセイの結果、NANOS2 および NANOS3 をテザリングした場
合には、ルシフェラーゼ活性の有意な低下が見られた。このときの mRNA 量を
RT-PCR により確認したところ、mRNA の分解は見られず、ゼブラフィッシュ
において、テザリングした NANOS2 および NANOS3 はレポーターに対して翻
訳抑制にはたらくことが示唆された(図 3−12)。 
 
NANOS3 による翻訳抑制には CCR4-NOT 複合体が関与する可能性がある 
	 NANOS3 は RNA 結合タンパク質であり、ショウジョウバエのみならず、線
虫やゼブラフィッシュ、さらには生殖質を持たないマウスでも PGC 形成に必須
である[20-23]。ショウジョウバエにおいて、Nanos は Pumilio タンパク質と協
調的にはたらくことで標的 mRNA の翻訳抑制にはたらくことや、マウスでは
CCR4-NOT 複合体との相互作用が報告されている[24,40]。そこで、ゼブラフィ
ッシュにおいてもNANOS3とCCR4-NOT複合体の関与について検証を行うべ
く、テザリングアッセイ系に、CNOT6 と CNOT6(DN)を導入した場合に
NANOS3 によるレポーターに対する作用はどうなるのか解析を行った。 
	 テザリングアッセイの結果、NANOS3とCNOT6(DN)を共導入した場合には、
ルシフェラーゼ活性がコントロールと同等のレベルにまで回復することはなか
ったが、NANOS3 のみをテザリングした場合と比較するとルシフェラーゼ活性
が回復する傾向がみられた。これらの結果から、NANOS3 による翻訳抑制には
CCR4-NOT complex が関与する可能性が考えられた(図 3−13)。 
 
DND は polyA 鎖が短い mRNA を安定化する可能性がある 
	 mRNA の安定性の制御には polyA 鎖の長さが重要であり、一般に polyA 鎖が
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短い mRNA は不安定であるとされている。これまでの解析に用いたレポーター
には SV40 の polyA 付加配列が含まれており、SV40 の polyA 付加配列を有す
るレポーターはインジェクション後、polyA が 100 塩基ほど付加されることが
分かっている。polyA 鎖の長さが DND による mRNA の制御に影響しているの
ではないかと考え、SV40 を含まないレポーターを polyA 鎖が短いレポーターと
して用い同様の実験を行った。 
	 解析の結果、polyA が短いレポーターに関しても、エフェクターとして DND
を導入した場合には、同様にルシフェラーゼ活性の有意な低下がみられた。こ
のときレポーターの RNA 量を qPCR により確認したところ、予想と反して
DND を繋留したレポーターmRNA は安定化していた。これらの結果から、DND
は polyA 鎖が短い mRNA を安定化する可能性が示唆された(図 3−14)。 
 
	  
DND を繋留した GFP レポーターは翻訳抑制を受ける 
	 ルシフェラーゼレポーターアッセイの結果、DND を繋留したレポーターは翻
訳抑制を受けることが示唆されたことから、同様に GFP に BoxB 配列と
miR-430 の標的配列を含む nanos3 の 3’UTR 配列の一部 (BCDE site) または
BCDE site の miR-430 の標的配列に変異を導入した配列 (BCDE mut) を連結
したレポーターRNA を用いて解析を行った[29]。 
	 解析の結果、ルシフェラーゼアッセイの結果と一致して、BCDE site、BCDE 
mut を含むレポーターのいずれの場合においても、DND をテザリングした場合
にはコントロールと比較して GFP 蛍光が弱く、Δ190-204、Δ392-396 では 
GFP 蛍光が弱まることはなかった。これらの結果からも、レポーターに繋留し
た DND はレポーターに対して翻訳抑制にはたらき、190-204、392-396 の領域
は DND による翻訳抑制制御に重要であることが示唆された(図 3−15)。	  
 
 
dnd と nanog は 3’UTR を介して、DND による制御を受ける 
	 次に RNA-seq で dnd MO インジェクションにより RNA 量の増加していた遺
伝子が DND の制御を受けるのか、R−luc にそれぞれの 3’UTR を連結したレポ
ーターmRNA を作成し、解析を行った。dnd、dazl および nanog について解析
を行ったところ、dnd と nanog の 3’UTR を連結したレポーターでは、dnd の
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ORF をコードする mRNA を共インジェクションした場合、ルシフェラーゼ活
性の有意な低下が見られた。一方、dazl の 3’UTR については DND 存在下でル
シフェラーゼ活性の有意な低下が見られなかった。これらの結果より、dnd と
nanog は 3’UTR を介して、DND による制御を受ける可能性が示唆された(図 3
−16)。 
 
DND による nanog の制御には RRM および 190-204、392-396 の領域が重要 
	 これまでの解析と同様にR−lucにnanogの 3’UTRを連結したレポーターに対
して、変異を導入した DND を共導入し、解析を行った。 
	 解析の結果、テザリングアッセイの結果と一致して、Δ190-204、Δ392-396
ではルシフェラーゼ活性の低下は見られず、RRM の変異 (Y104C) でもルシフ
ェラーゼ活性の低下は見られなかった。これらの結果より、DND による nanog
の制御には RRM および 190-204、392-396 の領域が重要であるということが示
唆された(図 3−17)。 
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第４章	 考察 
[Ⅰ] RNA-seq を用いた比較解析による DND に影響を受ける mRNA 群の同定 
	 RNA-seqを用いた野生型胚と dnd MOインジェクション胚の比較解析により、
dnd MO インジェクション胚の 6 時間胚と 24 時間胚において RNA 量が変動す
る遺伝子リストを得た(巻末)。dnd MO インジェクション胚の 6 時間胚では 71
遺伝子の RNA 量が増加、51 遺伝子の RNA 量が減少していた。24 時間胚につ
いては 18 遺伝子が増加、１遺伝子が減少しているという結果が得られた(図 3-3)。 
	 今回 RNA-seq 解析に用いた RNA サンプルは、whole embryo から抽出して
いる。アンチセンスモルフォリノオリゴ (MO) はオフターゲット効果のおそれ
やそれ自体の毒性もあることから、DND の発現阻害による影響ではなく MO 自
体の影響により変動する遺伝子が多くリストアップされる可能性も懸念してい
たが、今回得られた変動遺伝子の数はあまり多くなかったことや、dnd MO イ
ンジェクション胚の6時間胚でRNA量が増加していた遺伝子の内訳とそれらの
in situ hybridization の結果からも、今回得られた結果は PGC における DND
の発現阻害による影響を反映しているのではないかと考えられる(図 3−3、3−5)。
dnd MO はこれまでも多くの解析に用いられおり、今回の結果からも極めて特
異性の高い有効なツールであると考えられる。 
	 また、MO 自体の影響を考慮するために、コントロール実験として standard 
control MO を用いた解析も行っており、今回の dnd MO インジェクションによ
り変動した遺伝子リストからは、control MO インジェクションでも同様に変動
した遺伝子は除いている。また、野生型胚と比較して control MO の影響で変動
する遺伝子が多くあったため、今回の比較解析は野生型胚 (uninjected) と dnd 
MO インジェクション胚間で行った。 
	  
	 今回、野生型胚と dnd MO インジェクション胚の 24 時間胚 (PGC 欠失胚) の
比較解析では有意に変動する遺伝子がほとんど得られなかった。原因としては、
そもそも PGC 特異的な遺伝子の発現量は胚全体に対して極少量であり、今回の
解析条件では有意に RNA 量が減少したものとして検出されてこなかった可能
性が考えられる。実際に vasa や nanos3、tdrd7 などの PGC 関連遺伝子の発現
量を個別に確認すると、そもそもの発現量が少ないものの dnd MO インジェク
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ション胚において PGC 関連遺伝子の RNA 量は減少しており、実際に 12 時間
胚において、RT-PCR により mRNA 量が減少していることを確認している。一
方、同様に PGC 関連遺伝子である dnd と dazl については、その RNA 量を個
別に確認したところ、その有意性は議論できないが、dnd MO インジェクショ
ン胚において RNA 量が増加しており、実際に 12 時間胚において RT-PCR によ
り mRNA 量の増加を確認した(図 4−1)。 
	 dnd MO をインジェクションしたトランスジェニック個体 (zpc:GFP-nanos3 
3’UTR) の 24 時間胚では異所的な蛍光が観察された(図 3−2)。dnd MO インジ
ェクション胚の 24 時間胚において vasa と dnd の in situ hybridization を行う
と、PGC マーカーである vasa の異所的なシグナルはほとんど見られないのに
対し、異所的な dnd のシグナルが観察されることが報告されている[27]。この
ことから、dnd MOインジェクション胚の24時間胚におけるdndとdazlのRNA
量の増加は、異所的な蛍光として観察される細胞での影響が反映されている可
能性があると考えている。また、PGC の細胞膜を可視化した個体を用いた解析
により、dnd MO により移動が異常となった PGC はアポトーシスにより死滅す
ることが報告されている[27]。今回観察された異所的な蛍光を発する細胞は、ア
ポトーシスの途中というよりも、サイズも大きく様々な形態を示している印象
を受けた(図 3−2)。生殖顆粒構成因子である Vasa タンパク質は体細胞で分解さ
れ、生殖細胞に限局することが報告されているが、PGC を可視化したトランス
ジェニック個体に dnd MO とともに生殖顆粒を可視化する DsRed-Vasa—
nanos3 3’UTR をコードする mRNA を共インジェクションして観察を行ったと
ころ、異所的な蛍光を示す細胞においても Vasa タンパク質の顆粒状構造が観察
されたことから、この細胞は、PGC の性質に近い細胞であると考えている（図
4−2）。今後、DND や生殖顆粒の生殖細胞形成におけるはたらきを考えるにあた
り、この細胞の正体についても注意深く考えていきたい。 
 
dnd MO インジェクション胚の 6 時間胚で変動する遺伝子について	 	 	  
	 dnd MO インジェクション胚の６時間胚では、dnd、dazl、zorba などの PGC
形成に関わる RNA 結合タンパク質や org や rnf17 など性分化に関わる遺伝子の
RNA 量が増加していた。さらに、マウス ES 細胞において多能性の維持に関わ
る転写因子として同定され、様々な現象に関わることが報告されている nanog
遺伝子の RNA 量の増加もみられた(図 3−3)。また、dnd と nanog の in situ 
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hybridization の結果、dnd MO インジェクション胚の PGC の核内で dnd のシ
グナルが高くなっている可能性を示すデータや、一部 nanog のシグナルが強い
細胞が観察された(図 3−5)。今回の結果からは dnd のシグナルの偏りの正体や
nanog のシグナルが高くなっている細胞が PGC であるかは結論できないが、
PGC において dnd や nanog mRNA が dnd MO による影響を受ける可能性があ
ることを示すデータになりうると考えている。 
	 dnd MOインジェクション胚においてRNA量が増加している遺伝子の解釈に
ついては、この章の最後で全体のまとめとして考察したい。 
 
	 今回、DND の標的 mRNA とされている tdrd7 や nanos3 は、当初の予想と
反して dnd MO インジェクション胚の 6 時間胚において RNA 量が減少する遺
伝子としてリストアップされてこなかった。DND による mRNA の保護モデル
を支持するのであれば、dnd MO インジェクションにより tdrd7 や nanos3 の
RNA 量は減少してもよいはずである。しかし、個別に RNA-seq の解析データ
を確認しても、野生型胚と dnd MO インジェクション胚間で tdrd7 と nanos3
の RNA 量に差は見られなかった(図 4−1)。また、保護モデルに基づいて dnd MO
インジェクション胚における dnd や dazl の RNA 量の増加を説明するならば、
dnd や dazl mRNA の分解に関わる可能性のある遺伝子が dnd MO インジェク
ション胚において RNA 量が減少する遺伝子としてリストアップされてくると
期待されたが、今回の解析ではそのような候補遺伝子は得られなかった(巻末)。
ただし、先に述べたように今回の解析は whole embryo からのサンプルを用いた
ものであり、制御に関与する因子が胚全体で発現しているようなものである場
合や、PGC 特異的であっても PGC における RNA 量の減少となると検出がきわ
めて難しいということが考慮される。より厳密に PGC における dnd MO によ
る影響を論じるのならば、PGC を単離し、RNA-seq 解析に用いるサンプルを調
製する必要があると考えている。しかし、PGC 形成もダイナミックな胚発生中
のイベントの１つであり、体細胞とのクロストークが重要であると考えると、
今回の解析で得られた dnd MO の影響で変動する遺伝子リスト中には PGC 形
成を考える上で重要な遺伝子の候補が含まれている可能性があると考えている。 
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[Ⅱ] GFP レポーターアッセイによる DND の制御モデルの検証 
	 DND の機能については、物理的に miRNA のアクセスを阻害することにより
miRNA による抑制制御を解除する mRNA の「保護モデル」が提唱されており、
ゼブラフィッシュではその標的 mRNA として生殖質構成因子である nanos3と
tdrd7 が報告されている[37]。しかし、dnd MO インジェクション下においても
PGC において、その保護対象である nanos3 の 3’UTR を連結した GFP レポー
ターの蛍光が観察されることや、DND の結合配列であるとされている U rich
な配列に変異を入れた tdrd7 の 3’UTR を連結したレポーターでも PGC におい
て蛍光が観察される[54]。これらの結果は、PGC において DND の他に、生殖
顆粒構成因子である DAZL による制御がはたらいている結果として説明するこ
とができる。GFP レポーターを用いた解析により、体細胞における DAZL によ
る miRNA の制御の解除は観察されているが、DND については体細胞における
miRNA の制御の解除については検証されていなかったことから、今回、DND
についても GFP レポーターによる解析を行った。GFP レポーター解析の結果、
体細胞でDNDを強制発現させてもmiRNAによる抑制制御の解除は観察されず、
PGC においても蛍光が強くなっている印象はなかった。また、gfp に対する in 
situ hybridization の結果、体細胞においてレポーターmRNA が安定化している
様子は観察されなかった(図 3−6)。これら結果は、DND による miRNA の制御
の解除には、DND と協調的にはたらく他の因子が必要である可能性や、生殖顆
粒という特殊な環境が重要である可能性を示すとともに、DND による制御メカ
ニズムは培養細胞での実験系とは異なり、ゼブラフィッシュの生体内において
は、より複雑なものであることを示唆していると考えている。 
 
	 また、dazl の ORF をコードする mRNA との共インジェクションにより、dnd 
3’UTR を連結した GFP レポーターは、胚全体で蛍光が観察されたことから、新
たに dnd mRNA は DAZL による制御を受けることが明らかとなった(図 3−7)。
実際に dnd の 3’UTR 中には DAZL の標的配列が４つと miR-430 の seed 配列
の一部と一致する配列(5 of 6)が１つ見受けられた(図 4−3)。GFP-dnd 3’UTR レ
ポーターは 24 時間胚で PGC に限局することが報告されているが、その限局メ
カニズムは miR-430 とは異なる母性因子によるものであると考えられている
[41]。この結果は、DAZL の標的 mRNA は miR-430 による制御を受けるものに
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限定されず、DAZL が広く生殖質 mRNA の制御に関与していることを示してい
ると捉えることができる。 
 
[Ⅲ] ルシフェラーゼレポーターアッセイによる DND の機能の再検討 
	 GFP レポーター解析の結果や、近年、マウスでは DND が mRNA の分解に関
わる可能性があるという報告もあることから、ルシフェラーゼレポーターアッ
セイにより DND の機能の再検討を行った。テザリングアッセイの結果、mRNA
に繋留させた DND は翻訳抑制にはたらくことが示唆された(図 3−8)。さらに
DND による翻訳抑制に重要なドメインの探索を行ったところ、レポーター
mRNA に DND が繋留されているという状況においては、DND による翻訳抑制
制御には、既知のドメインである RRM や ATPase 活性自体というよりは、特
定の領域が重要であるということが示唆された(図 3−9)。 
	 今回の解析の結果、190−204 の領域および 392−396 の領域を欠いた DND は
レポーターに対して翻訳抑制にはたらかなかったが、その一方で、386 以降を
欠いたΔC は翻訳抑制にはたらくという結果が得られた(図 3−9)。この結果につ
いては、386−391 の領域に核移行シグナルなど DND の細胞内局在に関わるド
メインや機能の制御に関わるドメインが存在し、392−396 の領域との相互作用
により DND の細胞内局在や機能が制御されている可能性が考えられる。テザリ
ングアッセイの結果、Δ392−396 はΔ190-204 と比較してルシフェラーゼ活性
の回復の程度が大きく、p < 0.05 で評価した場合には、有意にルシフェラーゼ
活性が上昇していると捉えることもできた(図 3−9)。また、テザリングアッセイ
と GFP レポーターアッセイの結果(図 3−15)より、Δ190-204 は完全に翻訳抑制
機能が失われているわけではないことからも、DND によるレポーターに対する
翻訳抑制制御は複数の領域が関わる複雑なものである可能性が考えられる。ま
た、テザリングアッセイの結果、Y104C、R392E はインタクトな DND と比較
して、ルシフェラーゼ活性の低下の程度が大きかったが、RT—PCR により、こ
のときのRNA量を確認したところRNA量に差はみられなかった(データは示さ
ず)。 
	 今回の解析結果からは DND の機能とその制御メカニズムについて結論付け
ることはできなかったが、特定の領域を介して他の因子と相互作用する可能性
や DND の機能に重要な未知のドメインが存在することが示唆された。 
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 また、DND による翻訳抑制には CCR4-NOT 複合体が関与する可能性がある
ことや、DNDはpolyA鎖が短いmRNAに対して、翻訳抑制を行うとともにRNA
の安定化にはたらく可能性があることが示唆された(図 3−10,3−15)。CCR4-NOT
複合体は polyA 鎖の長さの制御に関わっており、生殖質 mRNA は CCR4-NOT
複合体による制御を介してその polyA 鎖の長さが発生ステージで複雑に制御さ
れていると考えられている。今回の解析結果から、DND は CCR4-NOT 複合体
とともに標的となる mRNA の polyA 鎖の長さによって、その翻訳や RNA の安
定性を制御している可能性があると考えている。 
	 また、今回、DND と NANOS2 および NANOS3 の関与についても検証を行
った(図 3−11)。マウスにおいて NANOS2 は精子形成過程において DND と協調
的にはたらくことで mRNA 分解にはたらくことが報告されている。マウス
NANOS3 は PGC 形成期に発現し、DND１と相互作用することが報告されてい
るが、PGC 形成期という解析の難しさからもマウスにおいて詳細な解析は進ん
でいない。一方、ゼブラフィッシュ DND は NANOS2 とは結合しうるが、
NANOS3 との結合活性は検出されない (鈴木ら私信)。また、ゼブラフィッシュ
において、in situ hybridization による PGC 形成期における nanos2 の発現は
検出されていない (データは示さず)。ショウジョウバエ Nanos は PGC 形成期
において Pumilio タンパク質と協調的にはたらくことにより、CCR4-NOT 複合
体を標的mRNAにリクルートし、翻訳抑制にはたらくことが報告されているが、
ショウジョウバエ Nanos にはマウス NANOS が CCR4-NOT 複合体と相互作用
するドメインは保存されていない[42]。今後、ゼブラフィッシュにおいても
NANOS3 の機能や DND との関与についてさらなる解析が必要であると考える。 
 
	 さらに RNA-seq 解析において dnd MO インジェクション胚で RNA 量の増加
が見られた dnd と nanog は、その 3’UTR を介して、DND による制御を受け
る可能性が示唆された(図 3-1)。今回の解析結果からは、DND と標的 mRNA の
直接的な制御関係を論じることはできないが、「nanog mRNA は PGC 中におい
て DND による翻訳抑制制御を受ける」と仮定し、最後に本研究から考えられる
「生殖細胞形成における生殖顆粒のはたらき」について論じる。 
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[Ⅳ] まとめ 
	 本研究により、DND は dnd 自身や nanog mRNA の発現抑制にはたらく可能
性が示唆された。Nanog は ES 細胞の多能性の維持に関わることをはじめ、そ
の他にも様々な現象に関わる興味深い転写因子である[43]。近年、ゼブラフィッ
シュでは、nanog が PGC の増殖を抑制する可能性があることや[44]、miR-430
などの zygotic な遺伝子の転写活性化に必要なこと[45]、転写制御を介して細胞
の移動を抑制すること[46]、PGC が隣接する組織である卵黄合胞体層（yolk 
syncytial layer：YSL）の形成に重要であることが報告されている[47]。母性
mRNA のクリアランスや細胞の移動など、ダイナミックな胚発生の中で、生殖
顆粒において nanog などの転写因子やその他 PGC 形成に関わる遺伝子の RNA
の安定性や翻訳量が適切に制御されることは、生殖細胞形成にとって重要であ
るといえる。DND は標的 mRNA の polyA 鎖の長さにより、その RNA の安定
性や翻訳を制御することで生殖細胞における適切な遺伝子発現制御に貢献して
いる可能性があり、dnd MO による DND の発現阻害下では nanog などの転写
因子の翻訳量が過剰となり、miR430 などの体細胞化遺伝子や生殖細胞関連遺伝
子の不適切な転写活性化が生じた結果、PGC の異常が生じているのではないか
と考えることもできる(図 4−4)。現在、dnd MO によりいくつかの遺伝子の RNA
量が増加した理由を明らかにすることはできていないが、生殖顆粒は PGC の核
膜付近に観察されることから、細胞質での生殖顆粒における転写後制御が核内
における転写制御に影響し、転写レベルで RNA 量が増加した可能性も考えられ
る。予備的な結果ではあるが、PGC において nanog を過剰発現すると、今回の
解析で RNA 量が増加した遺伝子の RNA 量が増加するというデータも得られて
いる(データは示さず)。 
	 また、dnd MO インジェクション胚では dnd や dazl、zorba、org、rnf17 な
ど生殖細胞形成に関与する遺伝子の RNA 量が増加していた。これらの遺伝子は
PGC における発現だけではなく、減数分裂の制御や卵成熟過程などに関わる遺
伝子として報告されている[48,49,50]。生殖顆粒は PGC の時点から、長期に渡
ってこれら生殖細胞形成に関わる遺伝子の適切な発現制御に関与しているので
はないかと考えることができる。 
	 今後、DND の機能解析を進めることで、生殖顆粒におけるどのような制御が
生殖細胞形成に寄与しているのか議論していきたい。また、生殖顆粒における
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転写後制御が転写制御も含めた生殖細胞特異的な遺伝子発現制御に寄与する可
能性についても検証を続けていきたい。 
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哺乳類など
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ショウジョウバエ・ツメガエル・ゼブラフィッシュ
図1−1	 生殖細胞形成機構	
（A）ショウジョウバエやツメガエル、ゼブラフィッシュでは、卵内の特殊な細胞質(生殖質)	  
　を取り込んだ細胞が将来の生殖細胞である始原生殖細胞	  (PGC)	  となる。	  
　生殖質には、生殖細胞形成に関わる母性のmRNAやタンパク質が局在する。	  
　図中のピンクは生殖質およびPGCを表す。	  
（B）ほ乳類や一部の有尾両生類では生殖質様の細胞質は観察されておらず、	  
	  	  	  胚体からの誘導によってPGCが形成される。しかし、このような生物の生殖細胞に	  
	  	  	  おいても生殖質構成因子の発現が認められる。	  
　図中の黄色はPGCを表す。	  
（B）	（A）	
図1−2	   生殖質およびPGCにおける生殖顆粒	
生殖質では生殖顆粒と呼ばれるRNA−タンパク質複合体	  (RNP)	  からなる	  
顆粒状構造が観察される。生殖顆粒は発生の進んだPGCにおいても	  
核膜付近に観察され、様々な転写後制御の場であると考えられている。	  
4細胞期 6時間胚 24時間胚
PGC
⽣生殖顆粒粒 RNA-‐‑‒タンパク質複合体  (RNP)  
核
転写後制御の場であると考えられている
（gastrula）	
細胞数の増加・移動	
⽣生殖質
⺟母性mRNAの局在化
細胞数の増加・移動
50% epiboly! 80% epiboly! 6 somites! 24 hpf!
2-cell! 4-cell! 8-cell! 32-cell! 1000-cell!
⺟母性mRNAが卵卵割⾯面両端に局在 　 　 　 ４つの細胞に取り込まれる ⾮非対称分配
	  vasa    (Yoon et al, 1997)!
 nanos3   (Köprunner et al, 2001)!
 dead-end    (Weidinger et al, 2003)!
 dazl    (Hashimoto et al, 2004)!
 brul    (Hashimoto et al, 2004)!
 askopos    (Blaser et al, 2005)!
 tdrd7    (Mishima et al, 2006)  !
 granulito    (Strasser et al, 2008)!
図1−3	 ゼブラフィッシュにおける生殖質mRNAと生殖細胞形成	
ゼブラフィッシュでは4細胞期の卵割面両端4点が生殖質の機能をもつ。	  
生殖質には、vasa、nanos3、dead-­‐end、dazl、bruno-­‐like	  (brul)、askopos、	  
tdrd7、granulitoなどの母性mRNAが局在している。 	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図1−4	   PGCにおけるmiRNAによる抑制制御の解除モデル	
miR-­‐430は、接合子からの転写がはじまる中期胞胚遷移	  (MBT)	  の時期に胚全体で多く	  
転写されるmiRNAであり、母性mRNAのクリアランスにはたらく。miRNAは、自身と相補的な
配列を持つ標的mRNAに結合し、翻訳抑制およびRNAの不安定化を引き起こす。 	  
PGCにおいては、生殖顆粒構成因子であるDNDとDAZLにより、その制御が解除されている。	  
	  
①	  DNDによる「保護モデル」	  
　DNDは標的mRNAの3’UTRに結合することで、miRNAとの相互作用を物理的に阻害する	  
	  
②	  DAZLによる「拮抗モデル」	  
	  　DAZLはpolyA鎖の伸長を介して標的mRNAの翻訳を活性化し、miRNAと拮抗的にはたらく	  
＊hpf: hours post fertilization	
図3−1	   dnd	  MOインジェクション胚の観察	  (6時間胚)	  
PGCを可視化するトランスジェニック個体の１細胞期にdnd	  MOをインジェクションし、	  
観察を行った。	  
dnd	  MOインジェクション胚の６時間胚の時点ではPGCの欠失は観察されない。	  
また、in	  situ	  hybridizaMonにより、PGCマーカーであるvasaのシグナルを確認した。	  
写真の上段は動物極側から、下段は側面から撮影した。	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図3−2	   dnd	  MOインジェクション胚の観察	  (24時間胚)	  
（A）dnd	  MOインジェクション胚の24時間胚では生殖巣領域でのPGCにおける蛍光や	  
　in	  situ	  hybridizaMonにより、PGCマーカーであるvasaのシグナルは確認されなかったが、	  
　異所的に弱い蛍光が観察された。	  
（B）異所的に弱い蛍光が観察される細胞は様々な形態を示す。	  
　異所的に観察される蛍光は通常のPGCにおける蛍光と比較して極めて弱い。	  
　写真は露光時間は10	  secで撮影した。	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図3−3	   RNA-­‐seqを用いた比較解析	
（A）野生型胚とdnd	  MOインジェクション胚の比較解析。	  
　解析は6時間胚と24時間胚で行った。	  
（B）dnd	  MOインジェクション胚で変動した遺伝子数。	  
　変動遺伝子の検出にはcuﬀdiﬀを用いた。	  
	  	  	  増減はコントロールに対するdnd	  MOインジェクション胚のRPKM値 (dnd	  MO	  /	  control)	  を	  
	  	  	  もとに評価し、 q_value	  <	  0.1のものを有意差ありとした。	  
（C）dnd	  MOインジェクション胚の6時間胚において有意にRNA量が	  
　増加していた遺伝子	  (一部)	  
（A）	
（C）	
（B）	
(N=３)	
※	  q_value	  <	  0.1	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図3−4	   6時間胚におけるRT-­‐PCR	
dnd	  MOインジェクション胚の6時間胚においてRNA量が増加していたいくつかの遺伝子	  
について、RT-­‐PCRを行った。RNA-­‐seqの結果と一致して、dnd	  MOインジェクション胚における	  
mRNA量の増加がみられた。β-­‐acMnはコントロールとして用いた。	  
図3−5	   6時間胚におけるin	  situ	  hybridizaMon	
（A）dnd	  MOインジェクション胚の6時間胚でRNA量が増加していたdnd、nanog、h1mに	  
　対するin	  situ	  hybridizaMonを行った。vasaはPGCマーカーとして用いた。	  
（B）拡大写真	  
　図の点線はPGCの輪郭を表し、矢印はシグナルが強い細胞を示している。	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図3−6	  	   GFP−tdrd7	  3’UTRレポーター解析	
体細胞におけるmiRNAによる抑制制御はDAZLにより解除されるが、DNDによる解除は	  
観察されなかった。gfpに対するin	  situ	  hybridizaMonにおいても体細胞での	  
DNDによるレポーターmRNAの安定化は観察されなかった。	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図3−7	   GFP−dnd	  3’UTRレポーター解析	
DNDによる体細胞におけるmiRNAによる抑制制御の解除は観察されなかったが、	  
dndはDAZLによる制御を受けることが示唆された。	  
gfpに対するin	  situ	  hybridizaMonにおいてもDNDによる体細胞における	  
レポーターmRNAの安定化は観察されなかった。	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図3−8	   ルシフェラーゼレポーターアッセイによるDNDの機能の再検討	
（A）テザリングアッセイ実験系	  
（B）テザリングアッセイの結果、DNDはレポーターに対して、翻訳抑制にはたらく	  
　ことが示唆された。ルシフェラーゼ活性はR−luc	  /	  F-­‐lucで評価した。＊：	  p	  <	  0.05	  
（A）	
（B）	
※	  SV40…polyA付加配列	
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図3−9	   DNDによる翻訳抑制に重要なドメインの探索	
（A）	
（B）	
（A）DNDタンパク質のドメインと実験に用いた変異体	  
（B）テザリングアッセイの結果、DNDによる翻訳抑制には190-­‐204および392-­‐396	  
　の領域が重要であることが示唆された。	  
　ルシフェラーゼ活性はR−luc	  /	  F-­‐lucで評価した。＊：	  p	  <	  0.0１	  
図3−10	  CCR4-­‐NOTデアデニレース複合体の関与の検証	
（A）CCR4-­‐NOT複合体の構成因子であるCNOT6とそのドミナントネガティブ	  (DN)	  変異体の	  
　mRNAを共インジェクションして解析を行った。	  
（B）テザリングアッセイの結果、CNOT6	  (DN)	  の共インジェクションにより、	  
　ルシフェラーゼ活性はコントロールと同レベルにまで回復したことから、	  
　DNDによる翻訳抑制にはCCR4-­‐NOT複合体が関与する可能性が示唆された。	  
　ルシフェラーゼ活性はR−luc	  /	  F-­‐lucで評価した。＊：	  p	  <	  0.05	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図3−11	  
（A）DNDのテザリングアッセイの結果、Nanos3の共インジェクションにより、	  
　ルシフェラーゼ活性がコントロールと同レベルにまで回復した。	  
　ルシフェラーゼ活性はR−luc	  /	  F-­‐lucで評価した。＊：	  p	  <	  0.05	  
（B）qPCRの結果、レポーターRNAの量に差は見られなかった。	  
DNDによる翻訳抑制はNanos3によって打ち消される 	
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図3−12	  
（A）テザリングアッセイおよびRT−PCRの結果、Nanos2はレポーターに対して、	  
　翻訳抑制にはたらくことが示唆された。	  
　ルシフェラーゼ活性はR−luc	  /	  F-­‐lucで評価した。＊：	  p	  <	  0.05	  
（B）テザリングアッセイおよびRT−PCRの結果、Nanos3はレポーターに対して、	  
　翻訳抑制にはたらくことが示唆された。	  
　ルシフェラーゼ活性はR−luc	  /	  F-­‐lucで評価した。＊：	  p	  <	  0.05	  
テザリングしたNanos2とNanos3は翻訳抑制にはたらく	
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図3−13	  Nanos3による翻訳抑制にはCCR4-­‐NOT複合体が関与する可能性がある	
（A）テザリングアッセイの結果、Nanos3とCNOT6のドミナントネガティブ変異体を	  
	  	  共導入した場合には、ルシフェラーゼ活性がコントロールと同等のレベルにまで	  	  
	  	  回復することはなかったが、Nanos3のみをテザリングした場合と比較すると	  
	  	  ルシフェ ラーゼ活性が回復する傾向がみられた。これらの結果から、Nanos3による	  
	  	  翻訳抑制にはCCR4-­‐NOT	  complexが関与する可能性が考えられる。 	  
	  	  ルシフェラーゼ活性はR−luc	  /	  F-­‐lucで評価した。＊：	  p	  <	  0.05	  
（B）HA-­‐λN−Nanos3	  mockを１とした場合。	
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図3−14	  polyA鎖が短いレポーターを用いたテザリングアッセイ	
（A）レポーターとしてpolyA鎖が短いSV40を含まないレポーターを用いて解析を行った。	  
（B）テザリングアッセイの結果、DNDはpolyA鎖が短いレポーターに対し、	  
　翻訳抑制にはたらくとともにRNAを安定化することが示唆された。	  
　ルシフェラーゼ活性はR−luc	  /	  F-­‐lucで評価した。＊：	  p	  <	  0.05	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図3−15	  
GFPレポーターに繋留したDNDはレポーターに対して翻訳抑制にはたらき、
190-­‐204、392-­‐396の領域はDNDによる翻訳抑制制御に重要であることが示
唆された。 BCDE	  siteはmiR-­‐430の標的配列を含むnanos3の3’UTR配列の一
部である。 	  
DNDを繋留したGFPレポーターは翻訳抑制を受ける	
•GFP-­‐3×BCDE	  site-­‐5×BoxB	 •GFP-­‐1×BCDE	  (mut)-­‐5×BoxB	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図3−16	  	  
R−lucに dndとnanogは3’UTRを連結したレポーターでは、dndのORFをコードする
mRNAを共インジェクションした場合、ルシフェラーゼ活性の有意な低下が見られ
た。一方、dazlについてはルシフェラーゼ活性の有意な低下が見られなかった。 	  
dndとnanogは3’UTR	  を介して、DNDによる制御を受ける	
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図3−17	  	  
R-­‐lucにnanogの3’UTRを連結したレポーターに対して、変異を導入したDNDを共導入し、
解析を行った。解析の結果、Δ190-­‐204、Δ392-­‐396ではルシフェラーゼ活性の低下は
見られず、RRMの変異	  (Y104C)	  でもルシフェラーゼ活性の低下が見られなかった。	  
これらの結果より、DNDによるnanogの制御にはRRMおよび190-­‐204、392-­‐396の領域
が重要であるということが示唆された。	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図4−1	   PGC関連遺伝子のRNA量	
（A）	
（B）	RT-PCR (12時間胚)	
（A）PGC関連遺伝子のRNA-­‐seq解析の結果	  
　uninjected、dnd	  MO	  injectedの値はRPKM値（Reads Per Kilobase of exson per Million）	  
　を示し、log2	  (dnd	  MO/	  uninjected)の値により、背景に色をつけている	  
　（増加しているものはピンク色、減少しているものは水色、変化が無いものはきみどり色）	  
（B） 12時間胚におけるRT-­‐PCR	  
　24時間胚におけるRNA-­‐seqの結果と一致して増減がみられた	  
　	  
6時間胚	 uninjected! dnd MO injected! log2 (fold_change)! q_value!
vasa! 78.851 ! 88.416 ! 0.165 ! 0.79581 !
nanos3! 21.551 ! 22.852 ! 0.085 ! 0.94398 !
tdrd7! 4.118 ! 4.235 ! 0.041 ! 0.97882 !
dnd! 4.127 ! 24.240 ! 2.554 ! 0.00660 !
dazl! 14.692 ! 25.377 ! 0.789 ! 0.06957 !
24時間胚	 uninjected! dnd MO injected! log2 (fold_change)! q_value!
vasa! 0.532 ! 0.358 ! -0.569 ! 0.99999 !
nanos3! 4.609 ! 3.621 ! -0.348 ! 0.99999 !
tdrd7! 0.112 ! 0.034 ! -1.740 ! 1.00000 !
dnd! 0.253 ! 0.814 ! 1.688 ! 0.27798 !
dazl! 0.234 ! 0.381 ! 0.707 ! 1.00000 !
dnd	
dazl	
β-actin	
Ctrl.	
dnd!
MO	
vasa	
nanos3	
tdrd7	
図4−2	   dnd	  MOインジェクション胚の観察	  (24時間胚)	
（A）	
（B）	
GFP	 merge	DsRed	
拡
大
	
GFP	 merge	DsRed	
PGCを可視化したトランスジェニック個体にdnd	  MOとともに生殖顆粒を可視化する
DsRed-­‐Vasa−nanos3	  3’UTRをコードするmRNAを共インジェクションして観察を行うと	  
異所的な蛍光を示す細胞においても生殖顆粒状構造が観察された。 	  
（A）頭部における異所的な蛍光の観察	  
（B）YolK上における異所的な蛍光の観察	  
図4−3	   dnd	  3’UTRの配列	
GAATGTCAGATTATGGCTTGATCGAATGTGATTGTGATCAGTTTTACGT
TCAGTATTATGTACTGTTCCGGTTATAGATGATGAATATGTGGAAATGT
AATGAAAAATAAGCATTTAGTTTACTGTTGATGAAGAGAAAAAAAAAAG
GTGACCAAGGCAGTATTACTTTTATTTGATTTTATTTTTTTCAAGCTCTT
GAATTTAGTGGTTTGAAGTTTTATGTTCTCGTCGTTTTATAATATTTTAA
CTATGTAATATTAATAATTGAGTTGTTTTAGTCAGCCTCATCATATTAGG
ATGACTGCATGTTTTCACGCTTTTCTTTTGAGTGTTTTTCACTGTATTTC
GACTTCACTTTGGTTTGCGTTTGTCACGATTGTTCTTTTTGCATGGTGT
GCTCCTTGTGTTTCCTTGTTTGATGGGTTGTACTGACTATAAATGACTT
TTGTACAATAAATAAGTTGTT 
 
miR430 seed GCACTT 
 
DAZL GTTC 
・dnd	  3’UTR	
紫はDAZLの標的配列、赤はmiR-­‐430の標的配列の一部を示している。	  
下線はpolyA付加配列を示す。	  
図4−4	   本研究から考えられる制御モデル	
（A）DND	  は標的mRNAのpolyA鎖の長さによってその安定性制御を変えることで	  
　標的mRNAの適切な発現を保証しているのかもしれない。	  
（B）生殖顆粒においてDNDにより、nanogなどの標的遺伝子の翻訳量が適切に	  
　制御されることにより、生殖細胞特異的な遺伝子発現制御がもたらされている	  
　可能性がある。	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dnd MOインジェクション胚の6時間胚で増減する遺伝子リスト	
dnd MOインジェクション胚の24時間胚で増減する遺伝子リスト	
dnd MOインジェクション胚の6時間胚で増減する遺伝子 (GO解析)	
